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农药 敌 灭 灵 诱发 的 染色 体 畸 变 
和 姐妹 染色 单 体 交 换 的 研究 


GEM Дт КАН RA 


УЕА at 99 РС В SS Е OT SD 


ARE РЕЖ 


Cok FA fe XL HE BED 


敌 灭 灵 为 农用 杀菌 剂 。 化 学 名 称 ，2.4 一 二 甲 基 一 唆 于 一 НЕ, 1966 年 
由 美国 Unirdl 公司 合成 。 在 我 国 由 沈阳 化 工 研究 院 试 制 成 功 。 经 有 关 部 门 药 效 研 究 证 
明 敌 灭 灵 杀菌 剂 对 高 梁 黑 穗 寅 有 特效 。 

敌 灭 灵 的 急性 毒性 试验 已 有 报导 (沈阳 化 工 院 农药 六 室 1979 March, В. W.1977), 
为 了 检查 敌 灭 灵 是 否 具有 洪 在 性 的 致癌 和 遗传 危害 ， 我 们 观察 了 敌 灭 灵 对 小 鼠 骨 朵 细胞 
和 赤 魔 离 体 细胞 的 染色 体 ， 赤 席 细 胞 周期 动力 学 变化 ， 以 及 姐妹 染色 单 体 交 换 的 改变 。 


材 料 和 方法 
ВОК НЕМ, 2.4 PRE 5 ВНЖ, 
化 学 结构 式 ， а в jo 
vas 


待 测 样 癌 由 沈阳 化 工 研 究 院 农 药 六 室 提 供 。 

实验 小 鼠 崔 雄 两 性 ， 体 重 18 一 22 克 。 

整体 实验 共 设 敌 灭 灵 175 LDso 组 (871mg/kg 体 重 ) 1/15 LDso 组 (290me/ketk 
重 )， 





* ”本文 承 施 立 明 同 志 修 改 ， 特 此 致谢 1 
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НЕХ НХ 1/5LDso 组 (446mg/Kg 体 重 ) 及 对 腿 组 共 四 组 。 每 组 设 小 鼠 А, 
敌 灭 灵 及 敌 枯 双 均 用 二 甲 亚 硕 《DMSO》 溶 解 ， 配 成 所 需 的 浓度 。 每 个 剂量 组 及 阳性 对 
照 组 均 两 次 口服 给 药 ， 隔 间 24 小 时 (对 恶 组 接 辐 样 处 理 时 间 每 次 口 服 0.2ml DMSO), 
于 第 二 次 给 药 后 6 小 时 腹腔 注射 4mg/kg KKK. ADGA. REM 程 
FS ER ЕН СИА, 1973), НИНА (рН 6.98) 配制 的 
Giemsa 溶液 染色 。 每 具 小 鼠 观 察 50 个 背景 清晰 ， 分 散 良 好 的 中 期 相 。 每 个 组 至 少 要 观 
#250, 统计 出 其 中 出 现 的 畸变 细胞 数 ， 以 百分率 表示 之 。 

离 体 实 验 使 用 的 细胞 株 为 本 实验 室 所 建 的 雄性 赤 麻 (Muntiacus muntjak) iiki 
Mk (KIZ- 一 7901)，2n 二 7。 用 60m1 容 积 的 小 方 拍 ， 内 盛 含有 15% 小 牛 血清 的 “199” 培 
养 液 12m1， 组 胞 接种 后 ， 在 障 处 红 光 灯 下 按 8ng/ml HRS — Я ЗМИЕВ 

(BUdR) ,37.52C 避 光 培 养 ， 在 细胞 生长 48 小 时 时 加 入 待 测 的 杀菌 剂 敌 灭 灵 ， 使 最 终 浓 
№) 为 0.2mM 或 2mY。 继 续 墙 养 2 小 时 ， 倾 去 含有 敌 灭 灵 杀 菌 剂 的 培养 液 ， 以 37.5°C 
予 温 的 Hanks 或 PBS 溶 液 洗 沼 两 次 。 换 上 含有 同样 浓度 BUdR ПИН, ЖЕ 
22 小 时 ， 从 接种 到 细胞 收获 总 共 为 ?2 小 时 。 

细胞 收获 前 4 小 时 加 入 秋水 仙 素 溶液 ， 使 最 终 浓度 为 0,4 一 0.64g/ml 。 培 养 终止 
E, 0.25% BRAM (Difco 1:250) 溶液 消化 ， 收 集 细 胞 ， 以 予 温 至 37,5°C 的 0,4% 
KCI 深 液 低 渗 处 理 13 分 钟 ， 离 心 收集 细胞 ， 按 常规 空气 于 燥 法 制 片 。 

姐妹 染色 单 体 分 化 《SCD) 染色 ， 把 制 好 的 染色 和 体 标 本 在 37.520 温 箱 中 处 理 24 小 
时 ， 用 经 我 们 改进 的 degorapsa 禾 人 的 分 化 染色 法 染色 〈Ue5orapeB А. H», Селезнева 
T. Г., Длатонова В.И., 1978) ， 标 本 在 10-5M ИМЕНА, ТЕ 0.07M 的 
Ма, HPO, 2 x зо Зон RIPEN СЖМ, ДЕ, 1980, ЖЗ, 
ee, 1980) 照 后 用 5 Ва (ОН), MARES ТА, iK k 6, B20 
Giemsa (pH6 .98 磷 酸 盐 缓冲 液 稀 释 ) 数 液 染色 20 分 钟 。 干 燥 ， 镜 检 。 

在 同一 个 标本 上 观察 细胞 周期 动力 学 变化 ， 姐 妹 染色 单 体 交换 和 染色 体 畸 变 。 根 据 
姐妹 染色 单 体 分 化 图 相 和 复制 周期 数 ， 把 中 期 相 分 为 M 一 1，M 一 2 和 M 一 3。 从 每 号 
Е СУ, 是 一 个 亚 中 着 丝 点 的 拆 小 染色 体 ， 一 般 在 计数 >CE 时 勿 略 不 计 ) 分 别 记 录 
它们 的 SCE ( 见 图 1) 。 杀 菌 剂 敌 灭 灵 诱 发 赤 席 离 体 细 胞 染色 体 畸 变 类 型 有 断裂 ， 单 断 
K, DH, DRAKE, MERKT. 


结 Ж 


染色 体 了 畸变 ， 

染色 体 畴 变 分 析 结 果 表 上 明 ， 不 论 是 小 鼠 上 骨髓 组 胞 染色 体 畸 变 率 还 是 离 体 培养 的 赤 魔 
成 纤维 细胞 染色 体 哺 变 率 都 高 于 对 照 组 。 苦 灭 灵 诱发 小 鼠 骨 如 细胞 染色 体 了 畏 变 ，1/715 
LDs 和 1/5LDaso 组 无 甚 差异 (A1) . AMONRO.2m1/R x 2 PEA (DMSO) XR 
组 骨髓 细胞 染色 体 畸 变 率 为 0,3%， 口 服 敌 灭 灵 1715LDa 组 畏 变 率 为 2,4%，175LDsu 组 
为 2.0%; 阳性 对 辕 115LDso 敌 村 双 组 染色 体 畸 变 率 竞 达到 19.2%。 (ИЖ. AKRA 
个 给 药 组 和 对 照 组 相 比 ， 其 差异 都 达到 统计 学 上 的 显著 水 平 (P<0.01) a 
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Rl. 淋菌 剂 敌 灭 灵 诱发 小 局 骨髓 细胞 和 赤 谭 离 体 细胞 染色 体 损伤 的 结果 













































































мех | Ht RR "Ha aea lng et 

м к л НИ р 
细胞 数 ж 片 | 数 ， 
| DMSO 对 照 组 350 | 1 B |a | 0.3% 
ТА | 1715LD 组 | 36011 зі. 1| 1 6 *2.4% 
17151.08 250.111 |2 5 | «2,09% 
m ж 1/51.0#& 44 2х | 19.2% 
Ф È | DMSO 对 照 组 82 2 | | 2 2.4% 
0.2mM 491 |7 [11[ 2 | 1 | 21 4.3% 
离休 细胞 | 2mM ‚ 190 315. з 16 | 28.49% 
* P<0.01 


在 赤 谭 离 体 细胞 中 ，DMSO 对 照 组 为 2.4 听 ，0.2mM 敌 灭 灵 组 为 4.5 欠 ，2mM 组 为 
8.4% (М1). 。 用 0.05mM(10.7hg/ml) BOR ARE a 4 小 时 ， 染 色 体 畸变 率 达 
到 14% (Hex, PENSE, 1980) 。 染 色 体 畸变 类 型 ， 在 DM5O 对 照 组 中 ， 只 观察 到 
断裂 和 单 断 片 ,0.2mM 敌 灭 灵 组 除了 断裂 ， 单 断 片 ， 双 断 片 外 还 出 现 了 不 对 称 单 体 互 换 
( 见 图 2)， 而 2mM 组 除 有 上 述 畴 变 类 型 外 ， 还 多 次 出 现 粉碎 性 断 片 《 见 图 4) 。 

细胞 周期 动力 学 变化 

根据 姐妹 染色 单 体 分 化 《SCD) 的 图 相 和 DNA 复制 的 周期 数 ， 把 中 期 相 分 为 ， 
M 一 1，M 一 2 和 M 一 3。 在 对 腿 组 和 实验 组 中 三 类 型 都 有 。 不 过 M 一 3 数量 很 少 未 统 
计 。 在 M 一 1 和 M 一 2 类 型 中 ， 给 药 组 和 对 照 组 相 比 ， 随 着 给 药剂 量 的 加 大 ，X 一 2 类 
型 减少 ，M 一 1 增加， 细胞 分 裂 周 期 持续 时 间 延 长 ， 这 表明 可 能 ОМА SRM, Ch 
表 2) 。 


#2. ERME AP ANR Е E a A A EE 











M1 1 МЫ— 2 M— 3 总 数 ( 个 + 
对 照 组 42.8 54,8 2.40 84 
0.2mM 46,3 53.3 0.38 523 
2mM 51.5 47.6 0.97 206 


oo o a СРЕО ЕНЕР ННЕЫЕЫНЕНЕТЬЕЕА 
姐妹 染色 单 体 交换 (SCE) 
在 对 照 组 ，09,2mM 敌 瑞 灵 和 2mM 敌 灭 灵 实验 组 ,每 个 细胞 平均 3CE 率 分 别 为 6,89， 
9.70 和 9.31。 经 统计 学 处 理 给 药 组 和 对 照 组 相 比 ， 相 差 非常 显著 (P<0.001) (MR 
3) 。 | | | 
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#5. A AA TG БИВА BABE (SCEs) 

















观察 细胞 数 | SCE 分 布 ( 占 SCE 总 数 %) | 每 个 细胞 平均 SCE 数 
th TR A - е) 
м №! | Ne 2 | x у | AR +S,E. 
: | 
0.2mM 138 48.0 26.0 14.3 | 11.7 | 2—24 *9.70 土 0.34 
2mM 19 | 49.7 23.7 14.1 | 12.4 5—15 |* 9.314 0.37 
* P<0.001 


SCE 的 分 布 和 染色 体 长 度 ，DNA 的 相对 含量 有 关 。 染 色 体 越 长 ，DNA S ERE 
高 ， 诱 发 的 SCE 分 布 也 就 越 多 。 在 XX 染色体 中 SCE 的 分 布 就 不 一 定 符合 这 个 规律 .XX 染色 
ЕЗ Я, 很 少 有 SCE 分 布 ， 我 们 观察 的 结果 和 3.。 Ved Brat 等 人 用 咖啡 因 等 
诱发 印度 席 离 体 细胞 SCE 观 察 的 结果 一 致 《Ved Brat, ct al,1979) ,在 本 实验 中 0.2mM 
敌 灭 灵 和 2mM 组 每 个 细胞 平均 3CE 率 没有 区 别 。 


я 论 


评定 一 种 化 合 物 可 能 的 诱 变性 ， 方 法 之 一 是 观察 诱发 的 哺乳 动物 细胞 中 染色 体 呈 
变 。 一 些 工作 表明 ，SCE 比 常规 染色 体 畸 变 分 析 更 灵敏 。 在 实际 应 用 上 更 有 优越 性 。 
Поряпкова( 1976} А ASCE H ЖИТ 100—200. Takehisa 4 (1977) 也 
认为 SCE 是 诱 变 -- 致 痛 测 定 的 一 种 灵敏 指示 器 。 

我 们 采用 不 同 的 检测 系统 和 不 同 的 指标 进行 试验 ， 所 得 的 数据 ， 相 互 印证 ， 结 果 可 
能 更 为 可 靠 些 。 

在 试验 中 ， 我 们 使 用 二 甲 亚 硕 (DMSO) 作 深 剂 ， 实 验 结 果 和 Majumder 等 用 DMSO 
溶解 狄 氏 剂 诱发 小 鼠 骨 骨 和 WI 一 38 人 胚 细 胞 株 的 染色 体 损 伤 一 样 ，DMS0 没 有 引起 明 
显 的 染色 栖 损 伤 {Majumder,S,K.et al 1976) 。 

在 离 体 实验 中 ， 除 了 观察 染色 体 畴 变 外 ， 还 观察 细胞 周期 动力 学 变化 和 SCE， 这 就 
ЖЕНЯ ШЕЖИМЕВН (ВОК) 标记 染色 体 。 而 BUdR 本 身 就 是 一 种 弱 诱 变 
剂 ， 使 用 多 大 剂量 既 能 对 细胞 培养 物 进行 标记 ， 又 不 增加 染色 体 畸 变 呢 ? Ка 认为 , 在 
低 浓 度 的 BUdR 中 ，SCE 率 下 降 可 能 由 于 没有 足够 的 胸腺 喀 啶 核 将 被 BUdR BR, BR 
染色 体 染 色 不 和 佳 〈《9heldon Wolff, et аі, 1979), Чеботарев 等 指出 ，50 和 10kgAm 1 
BUdR 不 会 影响 细胞 周期 的 延续 时 间 ， 也 没有 引起 染色 体 畸 变 率 增加 (Чеботарев А. 
H., Селезнева Т. Г., 1979) .EronnHa 指 出 ， 其 至 在 2000g/ml 高 浓度 BUdR 都 没有 引 
起 和 染色体 畸变 额 增加 (Eronuua Н. A., Захаров А, 中。，1971)。 我 们 使 用 8ug/ml 
BUdR, НЕ BOA ЗЕ ЕН, 

我 们 对 敌 灭 灵 进 行 的 实验 结果 表明 ， 无 论 在 整体 实验 还 是 离 体 实验 ， 杀 苗 剂 敌 灭 灵 
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RET- ERER, AMARA RB CHIL, ЖЖ, 1980) 它 的 诱 变 活力 
则 弱 得 多 。 
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Abstract 


A STUDY OF CHROMOSOMAL ABERRATIONS AND SISTER- 
CHROMATID EXCHANGES INDUCED BY AGRICULTURAL 
GERMICIDE DIMIELING 


He Wei-shun Liu Ai-hua 
Chen Song-jiang Bao Наі-хіап 
(Department of Cytogenetics, Kunming Institute of Zoology, Academia 


Sinica) 


Zhu Hui-xiang Wang Gui-qing 
(Shenyang Academy of Chemical Industry) 


We used the chromosomal aberrations in the bone-marrow cells of mice and 
chromosomal aberrations, sister-chromatid exchanges (SCE), changes of cell- 
cycle kinetics in the culture cells of Red Muntjac in vitro as the index to 
study the mutagenicity of dimieling (2:4—dimethylthiazole-5-formylanilide) 。 
The experimental results show that the chroomosmal aberration frequencies in 
the bone marrow cells of mice were! control group 0.3%; dimieling LD 50 1/15 
doses(290mg/kg) group 2.4%; LD 50 1/5 doses (871mg/kg) group 2.0%; 
positive control, LD 50 1/5 doses (446mg/kg) dikushuang (N, N” -methylene-bis 
-(2-amino-1, 3, 4-thiadizole) aberration frequency 19.2%, Chromosomal ab- 
erration frequencies in the culture cells fo Red Muntjac were? dimethylsulfoxide 
(DMSO) control group 2.4%} 0.2mM(46.6ug/mi)dimieling group 4,6%52mM 
(466uz/m1) group 8.4%. The culture cells of Red Muntjac had been treated 
with 0.05mM (10.7ug/ml) dikushuang for four hours chromosomal aberration 
frequency reached 14% .5СЕ frequency has been increased after treatnent with 
dimieling. The mumber of SCEs for DMSO control group was 6.89+0.51/cells 
0.2mM(46.62/ml)dimieling group was 9.70 + 0.34 cells 2mM (466 ¢/ ml) group 
was 9,31+0.73/cell, and yet SCE frequency induced by 0.05mM {10.765 mİ) 
dikushuang was as high аз 19,4+0.92/cell. Obviously, compared with dikus- 


hang, dimieling is a weak chemical mutagen, 
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81. 显示 SCEs 的 未 麻 (Muntiacus muntjak) 核 型 
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